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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Cyanin-Farbstoffe fur die Anwendung als Fluoreszenzmarker im nahen Infrarot-Bereich urn 
780 nm (NIR; Near Infrared Region), die stabil und in Wasser loslich sind, eine gute Fluoreszenzquantenausbeute haben 
5 und rnit einer oder mehreren Reaktivgmppen versehen sind. 

Es ist ailgemein bekannt, daB Fluoreszenzfarbstoffe als Marker auf vielfaltige Weise fur die Analyse eines GroBteils 
klinisch, biologisch, biochemisch oder chemisch relevanter Substanzen wie z. B. Zellen, Antikorper, Proteine, Hormone, 
Nucleinsauren, Kohlehydrate oder Amine und Mercaptane eingesetzt werden. Sowohl die entsprechenden Analyse- als 
auch die Detektionstechniken unterliegen derzeit einer schnellen Entwicklung. In {Combination mit der leicht detektier- * 
to baren, durch Laser induzierten Fluoreszenz (LEF; Laser-Induced Fluorescence), sind bereits schnelle Analysen in den 
o. a. Gebieten moglich. Ein wesentliches Ziei dabei ist es,.die Nachweisgrenze immer weiter herabzusetzen. Vorausset- 
zung dafur ist eine geringe Untergrundfluoreszenz (Eigenfluoreszenz von Begleitstoffen, Losungsmittel), Lichtstreuung 
(Rayleigh-, Tyndall- und R aman-Sf.reuung) und Fluoreszenzloschung. Besonders bei klinisch und biologisch bedeufen- 
den Anwendungen treten diese Effekte, bedingt durch den kolloidalen Charakter vieler Biomolekule, verstarkt auf. Ge- 
15 genuber der Analyti k im sichtbaren Spektralbereich, tritt dieser Einflufi im Nalien Infrarot (NIR) nicht oder nur in gerin- 
ger Form auf. Mit der Entwicklung preiswerter und langwelliger Laserdioden (780 nm) waren fur die Nachweistechno- 
iogie im NIR die von der technischen Seite notwendigen Voraussetzungen prinzipieil vorhanden. 

Farbstoffe, die im NIR-Bereich absorbieren, sind insbesondere aus der Silberhalogenidphotographie bekannt. Eine der 
ersten Arbeiten, in der ein NIR-Farbstoff fur bioanalytische Anwendungen eingesetzt wurde, geht. zuriick auf Sauda et al. 
20 ("Anal. Chem." 58 (1986) 2649), die Indocyaningrun (ICG) 1 (k max = 785 nm; MeOH) fur die Proteinanalyse in Human 
Serum verwendeten und damit die Nachweiseinpfindlichkeit urn zwei ( iroBenordnungen steigem konnten. 




35 S0 3 S0 3 Na 

1 

Dieser Farbstoff hat jedoch die folgenden Nachteile. Er kann nur durch physikalische Effekte an die Probe gebunden 
40 werden (nicht-kovalente Bindung), was wahrend der chromatographischen Separation der Probe zu einer teilweisen Ab- 
trennung des Farbstoffes fuhrt. Trotz dieses schwerwiegenden Problems waren damit die Vorteile von NIR-Fluoreszenz- 
maikern eindiucksvoll demonstriert. Es folgten Arbeiten, urn NIR-Fluoieszenzmarker mit Reaktivgruppen fiir den Be- 
reich um 780 nm zu synthetisieren. 

Als Reaktionspartner stehen bei Antikorpern, Proteinen, Honnonen, Nucleinsauren, und anderen Biomolekulen u. a. 
45 Mercapto-(-SH), Amirio- (-NH 2 ), Hydroxy- (-OH) und Aldehydgruppen (-CHO) zur Verfugung, Einer der ersten An- 
satze in der Synthese von Cyaninfarbstoffen mit Reaktivgruppen bestand in der Verwendung von Iodacetamidogruppen 
gemaB dem Farbstoff 2 [Ernst et al. ("Cytometry" 10 (1989) 3)]. Diese Gruppe war prinzipieil geeignet, weist aber noch 
yiele Einschrankungen auf. So reagiert sie nur mit Mercaptogruppen und nicht mit Amino- oder Hydroxygruppen. Das 
ist ein wichtiger Nachteil, da z. B. viele Proteine keine geniigende Anzahl von Mercaptogruppen aufweisen und andere 
so Biomolekule keine haben. Hinzu kommt als zweiter Nachteil, daB Mercaptogruppen (-SH HS-) in Gegenwart von Sau- 
erstoff leicht zu Disulfiden (-S-S-) oxidieren und von daher unter LufteinfluB fur kovaiente Bindungen an den Fluores- 
zenzmarker nicht mehr oder nur in geringem Umfang zur Verfugung stehen. 
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Mit n = 3 erhalt man Absorptionsmaxima urn 760 nm. Abgesehen von den Einschrankungen bei der Verwendung von 
Iodacetamidogruppen, sind Farbstoffe mit n = 3 nicht sehr stabil und aufgrund ihrer relativ geringen Wasserloslichkeit 
neigen sie in wassrigen Systemen zur Bildung von Farbstoffaggregaten (Erscheinen der kurzerwelligen Dimeren- oder 
H-Bande), die wesentlich schlechter fluoreszieren. Die Tendenz, Farbstoff aggregate zu bilden, korreliert auch mit der 
Tendenz zu unspezifischen nicht-kovalenten Bindungen des Farbstoffes an das Biomolekiil. Aus diesen diei Griinden 
sind Farbstoffe der Struktur 2 vvenig geeignet. 

In Proteinen oder anderen Bioraolekulen sind gegenuber den Mercaptogruppen sehr viele Aminogruppen enthalten 
und konnen als Alternative zu den Mercaptogruppen herangezogen werden. Ein entscheidender Schritt gelang mit der 
Synthese von Farbstoffen mit Metbylencarboxygruppen durch Southwick et al. (' Cytometry" 11 (1990) 418), die man 
z. B. durch Umsetzung mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) in ihre N-Succinimidester 3 umwandeln kann, die dann wie- 
deruni sehr gut mit Aminogruppen reagieren. 
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Das war schon ein wesentlicher Vortcil der Farbstoffe 3 gegenuber denen mit der Struktur 2. Die Problerne der Stabi- 
litat waren damit jedoch noch nicht gelost. 

Die Farbstoffaggregation und die unspezifische nicht- kovalente Bindung der Farbstoffe an die Probe in wassrigen Me- 
dien, kann durch eine bessere Wasserloslichkeit des Farbstoffes verhindert werden. Berei ts aus der Photographie ist be- 
kannt, daR Arylsulfogruppen gegenuber N-Alkylsulfogruppen zu einer deutlichen Verbesserung der Wasserloslichkeit 
eines Farbstoffes fiihren. Entsprechende Huoreszenzniarker wurden erstmals von Mujumdar et ai. ("Bioconjugate 
Chcin." 4 (1993) 105) bescbrieben. 
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Die Farbstotfe 4 werden unter der Marke Cy™ von der Firma Amersham Life Science Inc. vertxieben (siehe auch 
hltp://www.amersham.com/life/cydye). Mit Cy3™ (4; n = 1) hat man Farbstofte init einem Absorptionsrnaximum um 
560 nm, mit Cy5™ (4; n = 2) rnit einem Absorptionsrnaximum um 660 nm. Fur die Laserdiode mil einer Emission um 
780 nmist aus der Cy™-Reihe Cy7™ verfugbar (4; n = 3), das ein Absorptionsrnaximum um 760 nm aufweist. Mit die- 
sem Farbstofif werden die Probleme, die aus der Wasserloslichkeit resultieren, umgangen. A Is gravierender Nachteil 
bleibt, dafi der FarbstorY Cy7™ fur viele Anwendungen nicht ausreichend stabil ist. 

Neben den Succinimidestern als Reakti vgruppe fur Aininogruppen wird schon seit langerer Zeit auch der Weg uber die 
Isothiocyanatgruppe verfolgt [Mujumdar et al. ("Cytometry" 10 (1989) 11)]. 
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Ahnlich wie bei den Farbstoffen 2, 3 und 4 ist es auch mil FarbstorY 5 (n = 3) moglich, Farbstofte mil einem Absorp- 
tionsrnaximum um 760 nm zu erhalten. Neben den bereits bei den Farbstoffen 2 und 3 diskulierten Problemen der Was- 
serloslichkeit und Stabilitat, kommt hier ein weiterer Nachteil hinzu: die Reaktion der Isothiocyanatgruppe mit der Ami- 
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nogruppe fuhrt zu nicht sehr stabilen Thioharnstoffderivaten. 

Die Farbstoffe 3, 4 und 5 konnen prinzipiell auch zur DNA-Sequenzanalyse verwendet werden. Allerdings muB man 
dazu in einem zusatzlichen Schritt am 5'-Hydroxy-Ende des synthetischen Oligonucleotids (Sequenzierprimer, Primer) 
oder an den Nucleotiden uber einen sog. Amino-Linker R-(CH 2 ) n -NH 2 (R = Reaktivgruppe, die mit der OH-Gruppe rea- 
giert; -(CH 2 )„- Spacer) eine Aminogruppe einfiihren, die wiederum mit dem NHS -Ester der Carboxygruppe des Farb- 
stoffes reagiert und so den Farbstoff am Oligonucleotid fixiert [Yu et al. ("Nuc. Acids Res." 20 (1992) 83)]. Das Konjugat. 
zwischen Farbstoff und Oligonucleotid, verbunden uber den Amino-Linker, wird dann isoliert und gereinigt. Die Ge- 
samtzeit zur Markierung z. B. eines Oligonucleotids aus 20 Basen betragt nach dieser Methode ca. 2 Tage, 

Hin wesentlicher Fortschritt wurde durch Verwendung von N-Hydroxypropylgruppen am Farbstoff erreicht. Die Hy- 
droxygruppe wird mittels der phosphitylierenden Vexbindung Bis-(N,N-di-isopropyl)-P -cyanoethyl-phosphordiamidit 
in das Bis-(N,N-di-isopropyl)-P-cyanoethyl-phosphoramidit umgewandelt (US- A 5 556 959), das direkt mit dem 5-1 Iy- 
droxy-Ende des Oligonucleotids reagiert. Damit reduzieren sich die Reaktionsschritte, die Ausbeute an markiertem Pro- 
dukt. ist groRer, die Reinigung einfacher und die benoiigte Zeit verringert sich von 2 Tagen auf 5 Stunden. 

Allerdings wurden nur die Synthese von Tri- und Pentamethincyaninen mit dieser Reaktivgruppe beschrieben, letztere 
mit einem Absorptionsmaximum um 645 nm und keine Heptamethincyanine. 

Generell weisen Cyaninfarbstofle mit groBer werdender Lange der Polymethinkette eine fallende Stabilitat auf. Es gab 
einige Versuche, das Problem der Stabilitat durch den Einbau von Ringsystemen in die Polymethinkette zu losen. 



Literaturbekannt fur die Synthese von stabilisierten Cyaninfarbstoffen ist die Verwendung von 2-Chlor-l,3-dialdehy- 
n, 6 und 7, die durch Vilsmeier-Syn these aus Cylcopentanon und Cyciohexanon zuganglich sind. 
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Allerdings ist das Chloratom in der Polymethinkette des Farbstoffes reaktiv, so daB entsprechende Farbstoffe zwar 
vom Farbstoffgrundkorper her stabiler als offenkettige Cyanine sind, doch durch die leichte nucLeophiie Substitution des 
Chloratoms ein weiteres Stabilitatsproblem hinzu kommt. 

Zur Umgehung dieses Problems wurden Farbstoffe mit einem iniiniumsubstituierten Ring in der Polymethinkette syn- 
35 thetisiert (US-A 5 453 505) wie z. B. 8. 




55 



8 

Das Iminium-Kation erhoht die Stabilitat des Farbstoffes gegeniiber Licht im Vergleich zum Chlor-Farbstoff und fuhrt 
zu einer gewissen Wasserloslichkeit und damit zur Verringerung der Aggregatbildung. 

Einen anderen Versuch, das Farbstoffslabilitatsproblem /u losen, stellen Farbstoffe der Struktur 9 [Sfrekowski et al. 
( M J. Org. Chem." 57 (1992) 4578)1 dar. Damit werden Absorptionsmaxima von 768 nm (X = O) und 795 nm (X = S) er- 
reicht. Mit X = O wird dieser Farbstoff von LI-COR Inc. unter IRD 40™ angeboten (http://www. licor.com/bio). 
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Mit diesen FarbstotTen sind jedoch zwei neue Stabilitatsprobleme gegenuber Cy7™ verbunden. Das erste liegt in der 
Stabilitat der Bindung X. Mit X = S erhalt man einen Farbstoff, der sehr ieicht hydrolysiert [Shealy et al. ("Anal. Chern." 
67 (1995 ) 247)]; etwas stabiler ist die Etherbindung X = O, aber immer noch ziemlich hydxolyseempnndlich. Das zweite, 25 
bereits oben erwahnle, Stabilitatsproblem resulLierl aus der als Reaktivgruppe verwendeten Isothiocyanalgruppe, deren 
Rcaktionsprodukt mil Aminogruppcn cbcnfalls hydrolyseeinpnndlich ist. Das Problem der Etherspaltung wird auch 
nicht durch die FarbstorTe 10a und 10b, gelost, die unter IRD 41™ bzw. IRD 800™ angeboten werden (http://www. li- 



cor.com/bio). 

30 




a (CH 2 ) 3 NCS 
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b (CH 2 ) 5 CH 2 OH 

Zusammenfassend ist somit festzustellen, daB zwar fur eine Bezugswellenlange von 780 nm (z. B. einer Laserdiode) 55 
mit Cy7™, LRD 40™, IRD 41™ und IRD 800™ FarbstorTe verfugbar sind, diese aber nicht alle Anforderungen an die 
Stabilitat erfullen und geringe Fluoreszenzquantenausbeuten aufweisen. 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, neue FarbstorTe anzugeben, die die oben genannten Nachteile nicht aufweisen und 
die insbesondere stabil und in Wasser loslich sind, eine gute Fluoreszenzquantenausbeute haben, eine oder mehrere Re- 
akri vgruppen aufweisen, und fur die Anwendung als Fluoreszen/.marker im nahen Tnfrarot-Bereich urn 780 nm geeignet 60 
sind. 

Diese Aufgabe wird durch Cyanin-FarbstorTe mit den Merkmalen gemaB Anspruch 1 gelost. Vortetlhafte Ausfiin- 
rungsfonnen und Verwendungen erfindungsgemaBer Cyanin-FarbstorTe ergeben sich aus den abhangigen Anspruchen. 

Die Grundidee der Erfindung besteht darin, durch die Einfuhrung neuer Substituenten, die Nachteile, insbesondere die 
geringe Stabilitat und Fluoreszenzquantenausbeute, der herkommlichen FarbstorTe zu beseitigen. 65 

Die Absorption der CyaninfarbstofTe wird wesentlich bestimmt durch die Anzahl der Methingruppen, die die Polyme- 
thinkette bilden. Mit zunehmender Anzahl der Methingruppen wird die Absorption bathochrom verschoben. Heptame- 
thinfarbstoffe (7 Methingruppen bilden die Polymethinkette) haben ein Absorptionsmaximum urn 740 nm. Dieses Ab- 
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sorptionsmaximuni reicht nicht aus, damit solche Farbstoffe durch Laserdioden mit einer Emissionswellenlange uni 
780 nm zur Fluoreszenz angeregt werden konnen. Werden zur Farbs toff syn these anstelle des Glutacondialdehyds die 
beiden cyclischen Diaidehyde 6 und 7 verwendet, erhalt man Farbstoffe mit einem Absorptionsmaximum zwischen 780 
und 800 nm, die die Anforderung an die Absorption bereits erfiillen. 

Allerdings tauscht das Chloratom in diesen Farbstoffen relativ leicht gegen Nucleophile aus, so daft diese Farbstoffe 
nicht als Fluoreszenzmarker verwendet werden konnen. Wie bereits oben ausgefuhrt, lost man dieses Problem auch nicht 
durch den Austausch des Chloratoms gegen Phenol oder Thiophenol. 

ErfindungsgemaB wird die o. a. Aufgabe durch den Austausch des Chlors gegen Barbitursauren bzw. Thiobarbitursau- 
ren gelost. Soiche Farbstoffe sind wesentlich bestandiger gegen nucleophilen Austausch. Ferner zeigen sie vorteilhafter- 
weise die gewiinschte Absorption mit Maxima oberhalb 760 nm, insbesondere zwischen 780 und 820 nm und eine effek- 
tive Fluoreszenz. 

Durch die Substitution, die zu einer Innersalzbildung fuhrt, wird die Fluoreszenzquantenausbeute der Farbstoffe ge- 
geniiber den entsprechenden Farbstoffen mit dem Chloratom in Wasser etwa verdoppelt.. Die Wasserloslichkeit kann be- 
liebig durch Substitution mit Sulfonsauregruppen erhoht werden. 

In jedem Farbstoff konnen zwei oder eine reakti ve Gruppe sein, vorzugsweise die N-Hydroxysuccinimid-Ester der Al- 
kylcarboxygruppe oder das Bis«(N,N-di-isopropyl)-p-cyanoethylphosphoramidit der Alkylhydroxygruppe, die zur kova- 
lenten Bindung an die zu markierende Komponente fiihren. 

Ausfuhrungsbeispiele 

Beispiel 1 

Zum Vergleich der Hydrolyseempfindlichkeit erfindungsgemaBer Farbstoffe (c) mit herkommlichen Farbstoffen (a, b) 
wurden 0,01 %ige gepufferte waBrige Losungen mit pH = 10,5 der Modeilfarbstoffe a-c hergestelit und bei 23°C in ei- 
nem abgedunkelten GefaB aufbewahrt. In Abhangigkeil von der Lagerzeit wurde die Extinktion gemessen. Vom Log- 
arithmus der nomialisierten Extinktion [In (E/E0)] und der Lagerzeit wurde eine Korrelation durchgeiuhrt und daraus die 
Halbwcrtszcit des Farbsloffcs t L/2 bcrcchnct (Tab. 1). Die Zcit t l/2 dicnt als Ma8 fur die Hydrolyseempfindlichkeit des 
Farbstoff es. 



0 





DE 199 11 102 A 1 




NaQ 3 S 



h 3 c Vn A 




• CH3 



SQ 3 Na 



10 



Tab. 1 Halbwertzeiten der Hydrolyse der Farbstoffe a-c in gepufferter waBriger Losung mit pH = 10,5 
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Das in Tab. 1 zusammengestellte Ergebnis zeigt die hervorragende Hydrolysebestandigkeit und damit Stabilitat des er- 
hndungsgeniaBeri Farbstoffs. 

Beispiel 2 

5-|2,5-BisH2-(T-carboxypcntyl-3,3-dimcthyL^^ 

methyl-pyriiuidin-2,4 ? 6-trion, Dinatriumsalz 
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A) Nairiumsalz des 3-(5-Carboxypentyl)-l,l,2-trimethyl-5-sulfoindoliunibromids 

50 

2,61 g Natriumsalz des l,l,2-Trimethyl-5-sulfoindolenin und 2,1 g 6-Bromhexansaure werden in Substanz 2 h bei ei- 
ner Badtemperatur von 110°C unter Ruhren zur Reaktion gebracht. Nach beendeter Reaktion wird der olige Riickstand 
mehrmals mil Aceton versetzt, bis ein pulvriger Feststotf zuruckbleibt. 

B) ]^arboxypenlyl-2-[2-[2-chloro-3-[(l^ 55 

den |- i-cyclopenten-l-ylJ-ethenylJ-3 > 3-dimethyl-5-sullo-3H-indoliuni hydroxide, Innersalz, Natriumsalz 

2,28 g Quartarsalz aus A) und 0,47 g 2-Chlor-3-diinethylaminoniethylencyclopent-l-encarbaldehyd werden in 15 ml 
Ethanol in Gegenwart von je 1,5 nil Aeetanhydrid und Triethylaniin 20 Minuten am Ruckflufi erhitzt. Nach Abkuhlen auf 
Raumfemperatur wird mil Ethylacetat gefallt. (k = 809 nm) 

C) 5^2,5-Bis-[2-(l-cari30xypentyl-33-dm^^^ 

dimethyl-pyrimidin-2,4,6-trion, Dinatriumsalz 

2,13 g des Farbstoffs aus B) werden in 10 ml DMFgel5st, dazu gibi man schnell eine Suspension aus 0,04 g Natrium- 65 
hydrid und 1 ,3-Dimethylbarbilursaure in DMF. Nach 10 minutiger Reaktionszeit wird filtriert und der Farbstoff durch Et- 
herzusatz zur Fallung gebracht. (X = 789 nm) 
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Beispiel 3 

5-[2-[2-0-(6-HydroxyhexyI)-l,^ 

fobutyl)-l,3-dihydro-indol-2-yliden)-em^ Natriumsalz 



o 




I 



OH 



A) 2-[2-[2-Chlur-3-[2-(l,3-dihydro^^ 

hcxcn-l-yl]-cthcnyl]-3, 3-dimcthyl-l-(4-sulfobutyl)-3H-indoliumhydroxid, Inncrsalz 

4,37 g LU2-TrimeLhyl-3-(6-hydroxyhexyl)-lH-benzo[e]indoliumjodid und 1,72 g Chlor-3-hydroxymethylencyclo- 
hex- 1-encarbaldehyd werden in 150 ml eines Gemisches aus 1-Butanol und Benzen (7 : 3) am Wasserabscheider erhitzt, 
bis kein Wasser mehr ubergeht (ca. 4 h). Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird von unloslichen Ruckstanden filtriert. 
Danach gibt man 2,95 g 2,3,3-Triniethyl-l-(4-sulfobutyl)-3H-indolium-Innersalz zu und erhitzt weitere 20 h am Ruck- 
fluB. Nach beendeter Reaktion wird eingeengt und der Ruckstand iiber Kieselgel saulenchromatographisch gereinigt (A = 
803 nm). 

B) 5-(2-[2-(3,3-Dimethyl-l-(4-sulfobu^ 

niethyloctahydro-indol-2-ylidene]-ethylidene]-cyclohexyhdene)-l,3-dimethyl-pyrimidine-2,4,6-trione 

1,85 g des FarbstofTes aus A) werden in 15 ml DMF gelost. Dazu gibt man eine Suspension aus 0,3 g 1,3-Dimethyl- 
barbitursaure und 0,045 g Natriumhydrid in DMF. Es wird 8 Stunden bei Raumtemperatur unter FeuchtigkeitsausschluB 
geruhrt. Nach beendeter Reaktion wird der Farbstoff durch Zugabe von Diethylether ausgefallt (X = 779 nm), 

Beispiel 4 

Der folgende Farbstoff wurde nach den in Beispiel 2 angefuhrten Methoden unter Einsatz der entsprechenden Zwi- 
schenprodukte erhalten. 

o 
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Beispiel 5 

Der folgende Farbstoff wurde nach den in Beispiel 2 angefuhrlen Methoden unter Einsatz der entsprechenden Zwi- 
schenprodukte erhalten. 
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Paten lanspruche 

1. Cyanin- Farbstoff, gckennzeichnet durch einen Barbitursaure- oder Thiobarbitursaure-Substituenten und reak- 
tive Gruppen, die zur Bindung an Tragersubstanzen ausgebildet sind. 

2. Cyanin-Farbstoff geniafi Anspruch 1, gekennzeichnet durch die allgemeine Struktur 
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RV ^R2 
N N 




(CH 2 )n 



mit: 

n = 2, 3; 

R l , R 2 = gleich oder verschieden Wasserst off oder Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen 

R 3 , R 4 = Wasserstoff, H0 2 S, Na0 3 S, KO3S oder die zur Vervollstandigung eines Benzenringes notwendigen vier 
CH-Gruppen; 

R 5 , R 6 = Wasserstoff, H0 3 S, Nat) 3 S, KO>S oder die zur Vervollstandigung eines Benzenringes notwendigen vier 
CH-Gruppen; 

R 7 , R 8 = gleich oder verschieden Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstotfatomen, Sulfoalkyl mit 3 oder 4 Kohlenstoffatomen, 
(CH 2 ), n CH 2 OH, (CH 2 ) in COOH mit m = 3-6, die N~Hydroxysuccinimid-Ester der Carboxygruppe und das Bis- 
(N,N-di-isopropvl)-p-cyanoethyI-phosphoramidit der Hydroxy gruppe; 

x=o,s. 

3. Cyanin-Farbstoff nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

R 7 , R* = gleich oder verschieden, die N-Hydroxysuccinimid-Ester der Carboxygruppe (CH2) m COOH mit in = 3-6 
und das Bis-(N,N-di-isopropyl)-p-cyanoethyl-phosphoramidit der Hydroxygruppe (CH) n ,CH 2 OH mil m = 3-6 
bedeuten. 

4. Verwendung eines FarbstorYs gemaB Anspruch 1 oder 2 als Fluoreszenzrnarker im nahen Infraroi-Bereich. 
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